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Liver receptor homolog-1(Lrh-1)は多くの体細胞に発現する転写因子であり、多様な機能を
有する。また、Lrh-1は未分化能維持に関与する転写因子としても知られ、Oct‐3/4やNanog
といつた重要な転写因子を制御している。しかしながら、幹細胞におけるLrh‐1の転写制御機
構は不明であり、本研究ではその転写制御機構の解明を試みた。
(方法)
実験には、マウス胚性月重瘍細胞 (EC細胞)であるF9細胞および、マウス胚性幹細胞 (ES細胞)
であるEBRTcH3を用いた。遺伝子の定量にはRT‐PCR法およびreal time‐PCR法を、蛋白質の
検出にはwestern blot法を用いた。プロモーター領域の転写汚性はreporter assayを用いて角罪析し
た。転写因子の結合部位の解析にはEMSA法およびChIP法を用いた。F9細胞をretinoic acidと
8br‐cAMPで処理することにより遠位内胚葉へ分化誘導し、その間の遺伝子発現変化およびプロモ
ーター領域のメチル化の変化について解析した。
(結果)
早期胚特異的 Lrh‐1のプロモーター領域を用いたレポーターアッセイにより、転写開始点から
-470～-357および-310～-152の領域の2か所で高い転写活性を認めた。
この 2領域に結合する複数の因子を候補としEMSAを行った。その結果、-470～-357に
Gabp αが結合し、-310～-152にSox2が結合することを証明した。さらにChIPアッセイ
においてもそれらの結合を証明した。それぞれの結合配列に変異を挿入すると転写活性が低下
した。特にSox2の結合配列に変異を挿入した場合に、より活性が低下することが明らかとな
った。
ドミナントネガティブGabp αおよびβで阻害することにより転写活性が抑制された。さらに、
Sox2を過剰発現させることにより、転写活性が増強した。
F9細胞の分化誘導により、Sox2、Lrh‐1およびGabp αの発現は低下した。分化誘導24時間
後の転写活性は、コントロールの半分以下に低下していた。さらに、ChIP法を行い、分化誘
導24時間後でSox2およびGabp αの結合が低下することを証明した。
(結論)
本研究では、早期胚特異的 Lrh‐1の転写がSox2およびGabpにより、直接活性化を受けてい
ることを証明し、体細胞での Lrh‐1の転写とはプロモーター領域も活性化因子も異なることを
示した。Lrh‐1はOct‐3/4を発現調節していることが知られており、本研究によりSox2がLrh‐1
を介しOct‐4の発現調節に関与する系の存在が示唆された。本研究は、幹細胞の未分化維持機
構の解明のみならず、万能細胞樹立における新たな可能性を示唆する成果であり、本学学位論
文として価値あるものと認める。
別紙様式第8号(第14条関係)
最終試験の結果の要旨
※
整理番号
ふりがな
氏  名
かんの   まさふみ
菅野  真史
学位論文題 目
Sex―determining region Y―box 2 and GA―binding proteins regulate the
transcription of liver receptor homolog-l in early embryonic cells.
(初期胚細胞において Sex―determining region卜box 2とGA―binding
proteinsがLiver receptor homolog-1の転写調節を行 う)_
審 査 委 員
主査右不村t
髄 み 祈と
副査泳 声筵 上 冷
上記の者に対し, により,学位論文を中心とした関連分野について試問
筆 答
を行った結果 と判定した。
不合格
(平成 26年8月 18日)
